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 研究は HeLa 細胞を用いて行った。HeLa 細胞には、中心体由来の微小管とそれ以外






 次に、RhoA 活性亢進の原因を探るため、RhoA 活性制御に関わる RhoGEF に注目し
た。 RhoGEF の 1 つ GEF-H1 は、微小管と結合して活性が抑制されることが知られて
いるので、その関与を調べたところ、CAMSAP3 ノックダウンによって引き起こされる変






















































る（図 1 - 1）。微小管内におけるヘテロダイマーの配列は非常に規則的で、β-
チューブリンが向いている側はプラス端（＋端）、その反対側はマイナス端（－





体が存在している場合、より効率的に微小管を形成することができる (Rice et 
al., 2008)。 
細胞内におけるそのような重合核として、γ−チューブリンを含む γ-チューブ





















                                  (Dammermann et al., 2003) より抜粋 

















 しかし in vivoでは、微小管のダイナミクスは様々なタンパク質によって制御
されている。特に EB (end binding)ファミリータンパク質や CLIP170 
(Cytoplasmic linker protein 170) など、プラス端に濃縮するタンパク質は plus 
end tracking proteins (+TIPs) と呼ばれ、微小管のダイナミクス研究の中心的


















体微小管と中心体微小管の割合は細胞の種類によって異なり（図 1 - 2）、上皮細
胞や神経細胞では非中心体微小管が多いが、線維芽細胞などでは中心体微小管
が多くなる (Bartolini and Gundersen, 2006)。また、植物細胞では中心体が存
在しないため、多くの微小管のマイナス端は細胞表面に結合している (Lloyd 
and Chan, 2004)。多核の筋肉細胞では、細胞の長軸にそって非中心体微小管が













れる (Heald et al., 1996; Zhang and Dawe, 2011)。低分子量 GTPaseである
Ran はヒストン H3 と H4 に直接結合することができるため、染色体のそばで
Ranが活性化され、その活性化 Ranの作用によって核形成に必要なタンパク質






図 1 - 2 非中心体微小管を持つ細胞 
 細胞によって、非中心体微小管の配向は様々に異なっている。上皮細胞では、微小管の
マイナス端が細胞頭頂付近に並び、プラス端が細胞の底面側に向いている (Bacallao et al., 
1989)。神経細胞では、中心体で形成された微小管が kataninなどの微小管切断酵素によっ
て切断され、神経突起内に運ばれる (Sharp and Ross, 2012)。出芽酵母では、微小管は
MTOCにあたる紡錘極体（Spidle pole body, SPB）にマイナス端が結合しているものと、





(Chabin-Brion et al., 2001)。この微小管の形成には微小管のダイナミクスを制
御するタンパク質である CLASP (cytoplasmic linker associated protein) やゴ
ルジ器官の構成因子である GCC185 (Golgi coiled coil protein 185) などを必要
とし (Maia et al., 2013)、ゴルジ器官由来の微小管はゴルジ器官の形成や適切な










 しかし 2008 年に CAMSAP3（calmodulin-regulated spectrin-associated 
protein 3, Nezha ともいう）というタンパク質が当研究室にて同定され、これ
が細胞質の非中心体微小管のマイナス端に結合するということがわかった 




 なお、CAMSAP3は最初に報告された論文ではNezhaと呼ばれていた (Meng 














ものである (Baines et al., 2008) が、これはスウェーデンで行われた “The 
Cytoskeleton Regulation and Motility”という学会における報告であり、現在で
はアブストラクトしか手に入らない。アブストラクトによると、彼らは
CAMSAP1 が calmodulin と spectrin に結合することを発見し、そこから





 CAMSAPファミリー遺伝子は哺乳類では 3つ存在し、それぞれ CAMSAP1、
CAMSAP2 (CAMSAP1 like 1, CAMSAP1L1)、CAMSAP3と呼ばれている。全
て似た構造を持ち、N末端付近に calponin homology (CH) ドメイン、中央部に
coiled coil (CC) 領域が 3つ、C末端に CKKドメインがある（図 1 - 3）。CKK
の名前の由来は CAMSAP, KIAA1078, KIAA1543 の頭文字をとったもので、
KIAA1078, KIAA1543はそれぞれ、CAMSAP2、3の名前が付く前のデータベ
ース上での識別名である (Baines et al., 2009)。 
 
 CH ドメインは 100 残基ほどのドメインで、多数のアクチン結合タンパク質
で発見されている (Gimona et al., 2002)。これらのアクチン結合タンパク質で
同定されている CH ドメインは多くの場合 2 つ並列に並んだものであり、この
場合CHドメインはアクチン結合能を持っていることがわかっている (Gimona 
et al., 2002)。 
 
 CAMSAP ファミリーは N 末端に CH ドメインを一つだけ持っており、この
場合の CH ドメインの機能はアクチン結合とは異なる、さまざまな機能を持つ
ことが知られている (Gimona et al., 2002)。+TIPsの一つである EB1は N末
端に一つの CH ドメインを持ち、この CH ドメインは二量体を形成することで
微小管に対する結合能を持つと考えられている (Slep and Vale, 2007)。また、
CH ドメインの名前の由来であるアクチン結合タンパク質の calponin も、一つ
の CH ドメインをもつタンパク質であるが、この CH ドメインはアクチン結合
能を持たず (Gimona et al., 2002)、ERK1, 2 (extracellular signal-regulated 
kinase 1, 2) に結合することが報告されている (Leinweber et al., 1999)。この
ように、単独の CH ドメインが何と結合し、どのような機能を持つかを予言す




 CAMSAP1の C末端に位置する CKKドメインは微小管に結合することが知
られている (Baines et al., 2009)。このドメインは哺乳類では CAMSAPファミ
リーのみに存在しており、Bainesらは、この意味で CKKドメインが CAMSAP
ファミリーを定義する、と述べている (Baines et al., 2009)。 
 







図 1 - 3 CAMSAPファミリーの構造 
 哺乳類には CAMSAPファミリー遺伝子が３つ存在し、全て似たドメイン構造を持つ。N
末端付近に calponin homology (CH) ドメインがあり、中央部に coiled coil (CC) ドメイン







が観察されている (Baines et al., 2009)。また前述した Bainesらの学会報告の





いる (Tanaka et al., 2012)。CAMSAP2のノックダウンによって中心体から伸
びる微小管が増えるが、伸長中の微小管の総数は減少する。その結果として、
重合した微小管の量が減少する。またゴルジ器官の集積にも影響をあたえるこ
とがわかっている  (Tanaka et al., 2012)。 
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 CAMSAP3 も CAMSAP2 とほぼ同様の機能を持つことが報告されている
(Tanaka et al., 2012)。さらに、CAMSAP3は PLEKHA7 (Pleckstrin homology 
domain-containing family A member 7), p120カテニンを介して E-カドヘリン
に結合することが知られている (Meng et al., 2008)。Caco-2 細胞において
CAMSAP3 をノックダウンすると、E-カドヘリンの細胞間接着における集積が
減少し、細胞間接着の形が崩れることから、CAMSAP3 が細胞間接着を安定化
させる役割を果たしていることがわかっている (Meng et al., 2008)。 
 
 CAMSAP2と CAMSAP3はともに微小管のマイナス端に点状に局在し、似た







遺伝子として同定され、ssp4 (short spindle phenotype 4) と名付けられた。そ
の後微小管のマイナス端に結合して安定化する作用があることがわかり、ラテ
ン語で「protector」を意味する Patronin と命名された (Goodwin and Vale, 
2010; Goshima et al., 2007)。 
 Patroninも in vitroにおいて微小管のマイナス端に結合し、S2細胞でノック
ダウンすると微小管のマイナス端が非常に不安定化する。この不安定化は
Kinesin-13によるものであり、Patroninは微小管のマイナス端に結合すること
で、Kinesin-13 の分解から微小管を守っていると考えられている（図 1 - 5） 






                 (上) (Baines et al., 2009) 、(下) (Tanaka et al., 2012) より抜粋 
 
図 1 - 4 CAMSAP1,2,3 と微小管の関係 
 (上) 小脳顆粒細胞における CAMSAP1とβ-チューブリンの免疫染色。微小管全体と非常








                             (Goodwin and Vale, 2010) より抜粋 
 




























明らかにするため、GEF-H1 に注目した。GEF-H1 は Rho に対する Guanine 
nucleotide exchange factor（GEF）であり、微小管との結合によって活性が抑
制されることがわかっている (Birkenfeld et al., 2008)。 
実験の結果、CAMSAP3 のノックダウンによるストレスファイバーの形成に
は GEF-H1が必要であること、また CAMSAP3ノックダウン細胞において微小
管と結合していない GEF-H1 の割合が上昇し、RhoA との結合活性が上昇して
いることが明らかになった。これにより、CAMSAP3 をノックダウンすること



















































2-1 CAMSAP3 は細胞形態と微小管の配向を制御する 
 
 まず、HeLa細胞においてCAMSAP3 が発現していることをウェスタンブロッ






















図 2 - 1 HeLa 細胞における CAMSAP3 の発現 






図 2 - 2 CAMSAP3 は微小管の端に結合する 








図 2 - 3 CAMSAP3 から生じる EB1-EGFP 
 HeLa 細胞に CAMSAP3-RFP と EB1-EGFP を遺伝子導入し、１秒間隔でタイムラプス
観察した。白枠で囲まれた部分のタイムラプス画像を右に示す。CAMSAP3-RFP（矢頭）








された（図 2 - 4A）。タイムラプス観察によって、CAMSAP3 ノックダウン細胞
では細胞周辺部で細かい突起が出る頻度が高くなっていることがわかった。形






(Tanaka et al., 2012)。 
そこで、HeLa細胞においても同じように、CAMSAP3 が微小管の配向とダイ
ナミクスを制御しうるのかどうかを検討した。まずCAMSAP3 をノックダウン
したHeLa細胞の微小管の様子を免疫染色で確認した（図 2 - 5A）。すると、
CAMSAP3 がノックダウンされた細胞では、中心体付近から放射状に配向した





図 2 - 4 CAMSAP3 ノックダウンによる細胞形態の変化 
 (A) コントロール細胞と CAMSAP3 をノックダウンした HeLa 細胞の細胞形態を位相差
顕微鏡で観察した。CAMSAP3 ノックダウン細胞において小さい突起が増えていた。(B) 上





図 2 - 5 CAMSAP3 が微小管の配向に及ぼす影響 






CAMSAP3 に対する siRNA を導入した細胞において、角度の小さい（中心体から放射状に




















た HeLa 細胞を用いてタイムラプス観察を行い、EB1 のシグナルが出現してか
ら消えるまでの持続時間と、EB1 のシグナルが移動する速さを測定した。 
EB1 は微小管が伸長している間のみ微小管上に局在していることが知られて





速くなっていることがわかった（図 2 - 7）。Caco-2 細胞においても、CAMSAP3
ノックダウンによって微小管の伸長速度が上昇していることが確認されている 
(Tanaka et al., 2012)。よって、CAMSAP3 はHeLa細胞においても、Caco-2 細
胞と同じように微小管のダイナミクスを変化させることがわかった。 
 













図 2 - 6 CAMSAP3 ノックダウンによる微小管の伸長方向の変化 
(A) CAMSAP3 ノックダウン細胞に EB1-EGFP を発現させ、１秒間隔でタイムラプス観
察をした。写真は最初の５秒間を maximum projection によって射影したものである。ス
ケールバーは 10m。(B) EB1-EGFP の進行方向の変化を定量化するため、細胞の中心
（EB1-EGFP のシグナルの重心として定義）から EB1-EGFP のシグナルが現れた点まで
のベクトルと、EB1 の進行方向のベクトルとのなす角を測定し、その分布をヒストグラム
にした。横軸に角度、縦軸にその角度が観察された EB1 コメットの数をとっている。コン
トロール細胞と CAMSAP3 細胞ともに 100 個の EB1 コメットを数えているので、縦軸は
観察されたコメットの、全コメットに対する割合(%)と同義である。CAMSAP3 ノックダウ
ン細胞のほうが小さい角度、すなわち細胞の中心から細胞周辺部に向かって、放射状に動






図 2 - 7 CAMSAP3 ノックダウンによる微小管ダイナミクスへの影響 
 CAMSAP3 ノックダウン細胞に EB1-EGFP を発現させ、(A) EB1-EGFP のシグナルが現
れてから消えるまでの持続時間と、(B) 進む速さを測定した。持続時間については統計学的





2-2 CAMSAP3 はアクチン繊維や細胞の形態に影響を及ぼす 
 
前述の実験、およびこれまでの報告によって、CAMSAP3 が微小管に影響を
あたえることがわかっている (Goodwin and Vale, 2010; Tanaka et al., 2012) 
が、微小管以外の細胞骨格に与える影響についてはまだ知られていない。
CAMSAP3 をノックダウンしたHeLa細胞でF-actinを染色すると、ストレスフ
ァイバーの形成が高度に亢進していることが観察された（図 2 - 10）。細胞外基
質とストレスファイバーを結ぶ接着斑（focal adhesion）のサイズも、CAMSAP3









Caco-2 細胞において、CAMSAP3 はE-カドヘリンなどの存在するadherens 
junctionに局在し、正常な細胞間接着構造を保つために必要であるということが
報告されていた (Meng et al., 2008)。 
HeLa細胞には上皮細胞に見られるようなクラシックカドヘリンによる強固
な細胞間接着は見られないが、カドヘリン-10 による細胞間接着は存在すること
を確かめた（図 2 - 8）。HeLa細胞において、CAMSAP3 がこの接着構造に局在
していることは観察できなかった。しかしCAMSAP3 をノックダウンすると細


















図 2 - 8 HeLa 細胞におけるカドヘリン-10 による細胞間接着 
 HeLa 細胞において、カドヘリン-10 と-カテニンを免疫染色で検出した。細胞間に点状





図 2 - 9 カドヘリン-10 のノックダウンによるアクチン繊維の動態の変化 




わかった。(B) カドヘリン-10 に対する siRNA を導入した HeLa 細胞において-カテニン






























という実験を行った（図 2 - 11）。 
 その結果、CAMSAP3 をノックダウンした細胞において活性化状態にある
RhoA の割合が上昇していることが観察された。以上の結果より、CAMSAP3







図 2 - 10 CAMSAP3 がストレスファイバーの形成に与える影響 
 コントロール、および CAMSAP3 に対する siRNA を入れた HeLa 細胞を、溶媒である
DMSO (ネガティブコントロール)、5M Y-27632 (ROCK 阻害剤)、もしくは 4g/ml 細胞
透過性 C3 (Rho 阻害剤) を入れて 1 時間培養し、F-actin と phospho-Paxillin（接着斑のマ
ーカー）を免疫染色で検出した。DMSO を入れた HeLa 細胞では、CAMSAP3 ノックダウ
ンによりストレスファイバーの形成が促進されているが、その効果は Y-27632、細胞透過性








図 2 - 11 RhoA の活性測定 
 (A) それぞれの siRNA を導入した HeLa 細胞の抽出液と GST-Rhotekin RBD を用いて
GST プルダウンアッセイを行い、活性化状態にある RhoA、および細胞抽出液の中に含ま
れていた RhoA の量をウェスタンブロッティングで検出した。(B) (A) で検出されたバンド
の濃さを測定し、活性化 RhoA (pulldown) と全 RhoA (input) の比率を計算した。値は 5
つの独立した実験の平均で、エラーバーは標準誤差を示す。CAMSAP3 ノックダウン細胞
において活性化状態にある RhoA の割合が有意に上昇し、GEF-H1 との同時ノックダウン






図 2 - 12 CAMSAP3 のノックダウンは接着斑の大きさを上昇させる 
 それぞれの siRNAを導入したHeLa細胞を接着斑のマーカー分子である vinculinで染色
し、観察された接着斑の大きさを測定してその平均を求めた。CAMSAP3 のノックダウン
により接着斑が大きくなったが、GEF-H1 を同時にノックダウンすることによりその効果
は打ち消され、コントロール細胞よりも少し小さくなった(**, p < 0.01)。各 siRNA に対し




2-3 CAMSAP3 はGEF-H1 を介してRhoAを活性化する 
 
 前節の結果により、CAMSAP3 は微小管だけではなく、RhoA、ROCK のシ
グナル伝達経路を介してストレスファイバーの形成にも関与できることがわか






つはGuanine nucleotide exchange factor (GEF) と呼ばれるもので、GDP結合
型の低分子量GTPaseからGDPを取り除き、GTPに対する親和性を上げること




なる。最後にGuanosine nucleotide dissociation inhibitor (GDI) と呼ばれるも
ので、GDP結合型のGTPaseに結合し、GDPとGTPの交換を阻害することで
GTPaseを非活性状態に保つ働きを持つ  (Cherfils and Zeghouf, 2013; 









ーの形成にあまり変化が見られなかった（図 2 - 13）。しかし、GEF-H1 と
CAMSAP3 を同時にノックダウンするとCAMSAP3 単独ノックダウンで見られ
たようなストレスファイバーの形成が抑えられること（図 2 - 14）、また接着斑




が促進された（図 2 - 15）。 
 
以上のことから、CAMSAP3 をノックダウンすると、GEF-H1 が活性化され、








図 2 - 13 GEF-H1 によるストレスファイバー形成への影響 








図 2 - 14 GEF-H1 は CAMSAP3 ノックダウンによるストレスファイバーの形
成に必要である 
 HeLa 細胞に、コントロール、CAMSAP3、GEF-H1 に対する siRNA を導入し、vinculin







図 2 - 15 GEF-H1 の過剰発現によるストレスファイバーの形成 

























図 2 - 16 微小管と供沈する GEF-H1 の量の測定 







細胞の間で有意な差が見られなかったが、GEF-H1 については CAMSAP3 ノックダウン細



























図 2 - 17 GEF-H1 の活性測定 
 (A) それぞれの siRNA を導入した細胞において、細胞抽出液を GST-G17A RhoA でプル
ダウンすることによって活性化した GEF-H1 の量を測定した。全 GEF-H1 量はプルダウン
する直前の細胞抽出液を用いて測定した。(B) 全 GEF-H1 とプルダウンされた GEF-H1 の
シグナルの比を棒グラフに描いた。グラフの高さは 3 回の実験の平均値、エラーバーは標
準誤差を示す。CAMSAP3 をノックダウンした細胞にのほうが、コントロール細胞よりも










果として、中心体由来の微小管の割合が増加する（図 2 - 5）。 
GEF-H1 は中心体由来の微小管、および非中心体微小管のどちらにも結合し
ている。この微小管に結合した GEF-H1 は不活性状態であり、RhoA を活性化




し、遊離したGEF-H1 がRhoAを活性化し（図 2 - 11）、ストレスファイバーが
形成される（図 2 - 10、図 2 - 13）。 
 
 












ことが知られている (Wloga and Gaertig, 2010)。Caco-2 細胞における実験か
ら、CAMSAP3 のノックダウンによりアセチル化チューブリンと脱チロシン化
チューブリンの量が増えることがわかっていた (Tanaka et al., 2012)。また、
Yoshimuraらによると、GEF-H1 はアセチル化されていない微小管上に分布し








図 2 - 18 CAMSAP3 による RhoA 活性調節のモデル 




がノックダウンされた HeLa 細胞では、非中心体微小管のマイナス端から CAMSAP3 が消
失し、この微小管が不安定化する。その結果、非中心体微小管の量が減少し、その微小管









化チューブリンの量が増えていた（図 2 - 19）。また、免疫染色によっても
CAMSAP3 ノックダウンにより脱チロシン化チューブリンの量が増えることが




図 2 - 19 CAMSAP3 ノックダウンによるチューブリンの翻訳後修飾の変化 









図 2 - 20 CAMSAP3 ノックダウンによる脱チロシン化チューブリンの変化 


























図 2 - 21 内在性 GEF-H1 の分布 






























図 2 - 22 GEF-H1 と脱チロシン化された微小管の局在 
 (A) それぞれの siRNA を導入した HeLa 細胞に HA-GEF-H1 を発現させ、免疫染色によ 




















図 2 - 23 CPA 処理による GEF-H1 と微小管の結合の変化 
 (A) HeLa 細胞の抽出液を CPA で処理し、微小管沈降アッセイによって微小管を含む画
分（ppt）と遊離している画分（sup）に分画し、ウェスタンブロッティングによってそれ
ぞれの画分に含まれる GEF-H1、-チューブリン、脱チロシン化チューブリン 
(detyr-tubulin) の量を検出した。(B) sup、ppt の画分に含まれる GEF-H1 の量の比を、
CPA で処理しなかった時および処理した時で計算し、棒グラフを描いた。グラフの高さは
5 回の実験の平均値、エラーバーは標準誤差を示す。CPA で処理しなかった時に比べ、処
理した時では遊離した GEF-H1 が有意に増えていた（*, p < 0.05）。 
 40






微小管に結合した GEF-H1 は不活性状態であり、RhoA を活性化することは





に組み込まれるため、微小管の総量はあまり変化しない（図 2 - 16）が、非中心




たGEF-H1 の量が増加し（図 2 - 16）、そのGEF-H1 がRhoAを活性化し（図 2 - 









図 2 - 24 CAMSAP3 による RhoA 活性調節のモデル(2) 
 (左) 野生型の HeLa 細胞には中心体由来の微小管と、非中心体微小管が混在している。
CAMSAP3 は非中心体微小管に結合しており、これらの微小管は中心体由来の微小管に比
べてよりチロシン化されている。GEF-H1 は脱チロシン化された微小管には結合せず、そ




















































小管が多いことが昔から知られていた (Bartolini and Gundersen, 2006) しか
し、この二種類の微小管の間にどのような機能的差異があるのかについては、
あまりよく調べられていなかった。本研究では非中心体微小管に結合し、安定




 まず HeLa 細胞において、CAMSAP3 が非中心体微小管のマイナス端に結合
し、微小管のふるまいを制御する機能を持っているかどうかを調べた。特に、
CAMSAP3 の Caco-2 細胞におけるはたらきがよく調べられていた (Tanaka et 























ミリーのホモログである Patronin (ssp4) という遺伝子がある (Goodwin and 
Vale, 2010; Goshima et al., 2007)。Patronin はショウジョウバエの S2 細胞に
おいて微小管のマイナス端に結合していることが示されており、Patronin が微
小管のマイナス端に結合することでKinesin-13による微小管のマイナス端から





る。前述したショウジョウバエの Patronin をノックダウンすると、S2 細胞に
おいて紡錘体の長さが短くなることが知られている (Goshima et al., 2007)。本
研究では間期におけるアクチンに対する影響に注目していたため、CAMSAP3
の細胞分裂に対する影響は見ていなかったが、哺乳類細胞においても









り、このストレスファイバーの形成には RhoA が必要であり、CAMSAP3 のノ
ックダウンによって RhoA の活性が上昇していることを示した。 
また、この RhoA の活性化には Rho に対する GEF である GEF-H1 が必要
であることを発見した。GEF-H1 は微小管に結合することで活性が抑制される
ことが知られており(Birkenfeld et al., 2008)、CAMSAP3 ノックダウン細胞に
おいて、微小管から遊離してGEF-H1の割合が増えていたこと、さらにGEF-H1
が RhoA と結合する活性が上昇していることを明らかにした。これは、

















非中心体微小管（これのマイナス端に CAMSAP3 が結合している）が GEF-H1

































 上記のモデルが正しいとして、なぜ GEF-H1 は脱チロシン化微小管に結合し
ないのだろうか？ 脱チロシン化微小管は、アセチル化微小管とともに、安定
な微小管の指標として知られている  (Wloga and Gaertig, 2010)。そして
Yoshimura らは GEF-H1 はアセチル化微小管にも結合しないと報告している 
(Yoshimura and Miki, 2011)。このことから、GEF-H1 は脱チロシン化、アセ
チル化されている安定な微小管に結合しないということが予想される。 
 しかし、タキソールによって微小管を安定化しても、GEF-H1 の活性は変化







 GEF-H1 はストレスファイバーの形成以外にも、細胞接着の維持 (Samarin 
et al., 2007)、樹状突起のスパイン形成 (Ryan et al., 2005)、細胞分裂時の分裂
溝の形成 (Birkenfeld et al., 2007) など、様々な場面で働いていることが知ら




3-3 他の CAMSAPファミリータンパク質との関連 
 
 CAMSAP3 は CAMSAP ファミリーの一つであり、哺乳類においては
CAMSAP1, CAMSAP2 (CAMSAP1L1) という相同遺伝子が同定されている。
これらの遺伝子は構造が非常に似通っているが、それぞれの機能的差異につい
てはまだ明らかになっていない。 









るという報告 (Baines et al., 2009) や、アストロサイトで中間径フィラメント
である vimentin に結合するという報告もあり、その機能はまだ明らかになって
いない。特に Baines らの報告では CAMSAP1 は微小管全体に分布しており












微小管のほぼ全てが非中心体性である(Sharp and Ross, 2012)。 
 
 Katanin を過剰発現、もしくはノックダウンするとニューロンの形態形成が
異常になる (Karabay et al., 2004)。また微小管切断酵素の Spastin は遺伝性の
痙性麻痺の原因遺伝子として知られており、ゼブラフィッシュにおいてノック

















































































・ PHEM buffer 
PIPES (pH 6.8) 60 mM 
HEPES  25 mM 
EGTA   10 mM 
MgCl2   2 mM 
 tri-sodium citrate 0.3 M 
 
・ 5x SDS sample buffer 
Tris-HCl（pH6.8） 312.5 mM 
sodium lauryl sulfate 10% 
glycerol  50% 
Bromophenol Blue 0.005% 
β-mercaptoethanol 25%（使用直前に添加する） 
 
・ lysis Buffer 
 Tris-HCl(pH7.5) 50 mM  
 TritonX-100  1% 
 NaCl    500 mM  
 MgCl2   10 mM  
 
・ PBS 
 NaCl   137 mM 
 Na2HPO4  8.10 mM 
 KCl    2.68 mM 
 KH2PO4  1.47 mM 
 
・ wash buffer 
Tris-HCl (pH 7.5) 25 mM 
MgCl2   30 mM 
NaCl   40 mM 
 
・ microtubule stabilizing buffer 
PIPES (pH 6.8) 100 mM 
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Glycerol  2 M 
MgCl2   5 mM 
EGTA   2 mM 
NaF   100 mM 
NP-40   0.1 % 
 
・ SDS lysis buffer 
Tris-HCl (pH 7.5) 10 mM 
EDTA   2 mM 
SDS   1 % 
 
・ TBST 
Tris-HCl(pH7.5) 20 mM 
NaCl   150 mM 
Tween-20  0.05 % 
 
・ LB 培地 
Bacto tryptone  5 g 
Yeast extract  2.5 g 
NaCl   2.5 g 







Mouse anti-HA   Covance # MMS-101R 
Rabbit anti-GFP   MBL # 598 
Mouse anti-α-tubulin   Sigma # T9026 
Mouse anti-acetylated tubulin Sigma # T6793 
Rabbit anti-detyrosinated tubulin Millipore # AB3201 
Rabbit anti-phospho Paxillin  Cell Signalling # 2541S 
Mouse anti-vinculin   Sigma # V9131 
Rabbit anti-Ninein   Biolegend # 602802 
Mouse anti-RhoA   Santa Cruz # sc-418 
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Mouse anti-MAP-2   Sigma Aldrich # M-4403 
Mouse anti-Tau-1   Chemicon # MAB3420 
Rabbit anti-GEF-H1   三木先生より分与  (Yoshimura and 
Miki, 2011)  
Mouse anti-β-catenin   Dr. M.J.Wheelock (University of 
Nebraska) より分与 
Rabbit anti-CAMSAP3  作製 (Tanaka et al., 2012) 
Rat anti-cadherin 10   作製 (抗原はマウス cadherin 10 の細
胞内領域 (635-788 a.a) 
 
二次抗体 
anti-rabbit IgG（Alexa 標識）  Invitrogen 
anti-mouse IgG（Alexa 標識）  Invitrogen 
 
アクチンフィラメントの染色には  Alexa Fluor で標識された  phalloidin 
(Molecular Probes) を用いた。 
 
使用した薬剤は以下の通り。 
Y-27632    Merck 
Cytochalasin D   Sigma 





養した細胞を、2% PFA/PBS で室温で 10 分間固定し、0.2% TritonX-100/PBS
で室温で 10 分間浸透化した。微小管を染色する場合、細胞を 4% PFA, 0.1% 
glutaraldehyde, 0.1% TritonX-100/PHEM で室温で10分間固定、浸透化した。






細胞を PBS で洗浄後、lysis buffer を培養皿全面に行き渡らせ、セルスクレ
イパーで細胞をはがした。超音波処理後、SDS sample buffer に懸濁し、95℃
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で 5 分間処理した。 
lysate はアクリルアミドゲル中での電気泳動法により展開し、Immun-Blot 
PVDF Membrane (BIO-RAD) へのブロッティングを行った。その後、5%スキ
ムミルク/PBS で室温で 1 時間ブロッキングを行った。一次抗体は 5%スキムミ
ルク/PBS で希釈し、4℃で 18 時間反応させた。一次抗体処理後、TBST で 3
回洗浄し、5%スキムミルク/PBS で希釈した二次抗体を室温で 1 時間反応させ





 HeLa 細胞の培養には DH10 培地（DMEM 培地とハムの F12 培地を 1:1 で
混合したものにウシ胎児血清を 10%添加したもの）を用いた。 
 遺伝子導入には、X-tremeGENE HP (Roche) を用いた。Stealth siRNA を細





 Mouse RhotekinのRho結合ドメイン(Ren and Schwartz, 2000) のN末端に 
glutathione S-transferase（以下  GST と呼ぶ）を結合させたもの（以下
GST-Rhotekin RBD と呼ぶ）を、以下のようにして大腸菌に発現させ、精製し
た。 
 まず、pGEX 4T-1 ベクターに Mouse Rhotekin の Rho 結合ドメインの DNA 
配列を挿入し、大腸菌に形質転換した。その大腸菌を、アンピシリンを添加し
た LB 培地 700 ml 中で、37℃で O.D. 0.6 になるまで培養し、その後 20℃ま
で冷却した。100 µM IPTG を添加した後、20℃で 3 時間、200 rpm で振とう
した。その後 5500 rpm で 15 分間遠心して培地を除き、4℃に冷却した PBS 
で洗った。再び 5500 rpm で 15 分間遠心して PBS を除いた後、氷上で 
suspend buffer に懸濁し、液体窒素中で急速に凍結させた。その後、37℃で振
とうしながら解凍し、氷上で 30秒間の超音波処理を 3回繰り返した。14000 rpm 
で 30 分遠心し、上清を 0.45 µm 径のフィルターでろ過した。これを、コール
ドルームにて Glutathione Sepharose 4B（GE ヘルスケア）を充填したカラム
に通し、結合させた。TBS をカラムに流して洗った後、elution buffer 1 ml 流







 微小管の配向の測定は、Uyttewaal らによる方法 (Uyttewaal et al., 2012) を
改変したものを用いた。LSM 710 もしくは 780 コンフォーカル顕微鏡 (Carl 
Zeiss) を用いて撮影した Ninein とα-tubulin のコンフォーカル染色像を




 ( ) ( ) ( )22 ////,/),(),( dydIdxdIdxdIdydIttyxT yx +−==r  
として定義した。計算は、Region of Interest (ROI) 領域内で、輝度 I(x,y) があ
るしきい値以上になった点全てに対して行った（ROI は細胞一つを囲むように
指定した）。このしきい値は ROI 内の輝度の平均－標準偏差*0.5 として定義し


















ベクトルを計算したピクセル全てに対して計算した。この local nematic tensor 
を近隣の 5x5 ピクセルについて平均したものを average nematic tensor とし、






なす角θはθ = cos-1(|v・t| / |v||t|) として計算した。|v|、|t|はそれぞれ
のベクトルの長さである。 




4-8 EB1 コメットの方向の測定 






まず動画の各フレームにおいて、ROI 内の EGFP-EB1 の輝度の重心を計算し、
その重心を動画の全フレームにわたって平均したものを「細胞の中心」の座標




4-9 RhoA の活性測定 
 Cytoskeleton社の Rho activation assay キットに従って行った。まずマウス
Rhotekin の RBD (7-89 a.a.) を前述のようにして精製した。細胞を氷冷 PBS で
一度洗い、Complete プロテアーゼインヒビターカクテル（Roche）を添加した
lysis buffer をかけ、セルスクレイパーで細胞を掻き取った。4℃、8,000rpm で
5 分間遠心したあと、GST-Rhotekin と GST-Acceptビーズ（ナカライテスク）
を入れたチューブに上清を加え、4℃で１時間振盪した。このとき、上清の一部
はビーズに加えずに inputとして SDSサンプル処理した。その後 4℃、4,000rpm
で 1 分間遠心して上清を除き、500µl  lysis buffer で洗い、再び遠心して 500 µl 
wash buffer で洗った。遠心して上清を丁寧に除き、SDSサンプルバッファー
に懸濁して 95℃で５分間処理した。Total RhoA、活性化 RhoA の量は Western 
blotting によって検出し、ImageJ を用いてバンドの濃さを定量した。two-tailed, 




 微小管の沈降実験は、Chang らの報告に従って行った(Chang et al., 2006)。
細胞を 37℃に温めた PBS で１回洗い、37℃に温めた microtubule stabilizing 
bufferにCompleteプロテアーゼインヒビターカクテルを添加したものを 500µl
加えて 37℃で 15 分間振盪した。その後セルスクレイパーで掻き取り、室温、
1000g で 5 分間遠心した。上清は SDSサンプルバッファーを加えて 95℃5 分加
熱処理した。沈殿は SDS lysis buffer で溶解させたあと、SDSサンプルバッフ
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ァーを加えて 95℃5 分加熱処理した。CPA 処理の際は microtubule stabilizing 
buffer に CPA を 200µg/ml になるように入れ、Complete は添加しなかった。
α-tubulin,GEF-H1 の量を Western blotting によって検出し、ImageJ を用いて





 レーザ ・ースキャニング・コンフォーカル顕微鏡は LSM710もしくは LSM780
システムを用いた。レンズは Plan-Apochromat 63x/1.40 NA oil-immersion 
objective lens (Carl Zeiss)を使い、ZEN2009ソフトウェアで撮影した。位相差
像の撮影には、IX81-ZDC 顕微鏡（Olympus）を用い、レンズは LUCPLFLN 
20xPH /0.45 NA objective lens (Olympus) を用いた。撮影は Metamorphソフ
トウェア上で行った。タイムラプス画像は Deltavision システム（Applied 
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